



Las  Células  TC-1  Implantadas  Invaden  a  las  Fibras  Muscula-
res  Esqueléticas  Adyacentes  en  un  Modelo  Murino  de  Cáncer
Implanted  TC-1  Cells  Invade  Neighboring  Skeletal  Muscle  Fibers  in  a  Cancer  Murine  Model
Adolfo Soto-Domínguez*; Javier I. Vázquez-Morales*; Víktor J. Romero-Díaz*;
Martha E. Santoyo-Pérez** & Julio Sepúlveda-Saavedra*
SOTO-DOMÍNGUEZ, A.; VÁZQUEZ-MORALES, J. I; ROMERO-DÍAZ, V. J.; SANTOYO-PÉREZ, M. E. & SEPÚLVEDA-
SAAVEDRA, J. Las células TC-1 implantadas invaden a las fibras musculares esqueléticas adyacentes en un modelo murino de cáncer.
Int. J. Morphol., 31(2):520-527, 2013.
RESUMEN: La línea celular TC-1 se ha utilizado en la evaluación de la inmunoterapia antitumoral. No existen  reportes
sobre el efecto de las células TC-1 en tejidos adyacentes cuando se implantan  en ratones C57BL/6. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la interacción entre las células TC-1 implantadas y las fibras musculares adyacentes. Se emplearon 8 ratones con células TC-
1 implantadas y 3 ratones sin células. Se colectó el sitio del implante de las células tumorales a 10 días, las muestras se procesaron para
microscopia de luz y electrónica de transmisión. Se realizaron tinciones con HyE y tricrómico de Masson, histoquímica con PAS, e
inmunohistoquímica para identificar citoqueratinas, actina específica de músculo y metaloproteinasa de la matriz-9 (MMP-9). Tam-
bién se comparó el diámetro de las fibras musculares en ambos grupos de estudio. En el análisis histológico se observaron masas de
células TC-1 que infiltran el tejido muscular y separan a  las fibras entre sí.  Las fibras musculares mostraron variaciones en la
intensidad  de la tinción y disminución de su diámetro. Se observaron masas de células tumorales TC-1 que invaden  la fibra hacia el
interior y logran atravesar la lámina externa y el sarcolema que las rodea. Se observó positividad a MMP-9 en el citoplasma de las
células TC-1, y en el espacio entre las células tumorales y las fibras musculares. En el análisis ultraestructural se observó fragmenta-
ción y variaciones en el grosor de la lámina externa y vesículas subsarcolemales en el sitio en donde las células TC-1 invaden  las
fibras.Ahí, las células TC1 emiten proyecciones de membrana similares a pseudópodos. Existió diferencia estadística significativa en
el diámetro de las fibras del grupo experimental vs el grupo control. Estos hallazgos deben  tomarse en cuenta cuando se utiliza este
modelo murino de cáncer para valorar la respuesta de inmunoterapia antitumoral.
PALABRAS CLAVE: Células TC-1; Invasión intrasarcoplásmica; Modelo murino de cáncer.
INTRODUCCIÓN
Los pacientes afectados de enfermedad neoplásica
maligna cursan con caquexia severa, atribuible principalmen-
te a una atrofia importante y progresiva de la masa muscular
corporal (Argilés et al., 2006). A la fecha, la invasión de célu-
las cancerosas al interior de las fibras musculares esqueléticas
ha sido reportada con poca frecuencia (Sridhar et al., 1987;
Ueyama et al., 1998; Mathis et al., 2010), y en la práctica
clínica han sido raramente reportados los casos de tumores
metastásicos desarrollados en músculo (Luo et al., 2002).
Cuando se presentan, las metástasis a músculo esquelético se
han asociado con un mal pronóstico, que se traduce en una
menor esperanza de vida para el paciente (Ferrandina et al.,
2006; Albiruni et al., 2007; Mathis et al.).
Tanto en modelos animales experimentales como
en reportes histopatológicos de pacientes, se han descrito
tres formas histológicas de interacción de las células can-
cerosas con las fibras musculares esqueléticas: 1) Infiltra-
ción (Brandes et al., 1967; Gabbert et al., 1987; Lamura et
al., 2003). 2) Interacción transcelular, reportada por Babaï
(1976), y 3) Invasión intrasarcoplásmica, es la interacción
más rara y con peor pronóstico en pacientes que la presen-
taron, se caracteriza por la invasión de las células cance-
rosas al interior de las fibras del músculo esquelético, con
la aparición de agregados de células tumorales en el
sarcoplasma (Carr et al., 1976; Slatkin & Pearson, 1976;
Stratton et al., 1982).
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La línea celular tumoral TC-1 se desarrolló por Lin
et al. (1996) a partir de un cultivo primario de células
epiteliales de pulmón de ratón C57BL/6, se co-transfor-
maron para expresar las proteínas E6 y E7 del virus del
papiloma humano tipo 16 (HPV-16), y el oncogén c-Ha-
ras. Cuando son implantadas en la cepa C57BL/6 no pro-
ducen rechazo inmunológico, dado que a partir de esa cepa
se originaron. Las células tumorales TC-1, se han utiliza-
do extensamente como modelo de cáncer en la evaluación
de la eficacia de inmunoterapia contra tumores inducidos
por HPV, cuyas células expresan en su membrana antígenos
virales (Smahel et al., 2003; Tuve et al., 2007; Kang et al.,
2012). Sin embargo, a la fecha, no se han reportado los
cambios morfológicos que esta línea celular ocasiona en
los tejidos adyacentes, como es el tejido muscular al ser
implantada en un modelo murino de cáncer.
MATERIAL Y MÉTODO
Línea celular tumoral TC-1 y técnicas de cultivo e im-
plante celular.  La línea celular TC-1 se obtuvo de la ATCC
(CRL-2785) (Manassas, VA, USA). Las células se culti-
varon en medio de Dulbecco modificado por Eagle, su-
plementado con suero bovino fetal 10% y se incubaron a
37ºC en una atmósfera de 5% CO2 y 95% de humedad. Al
observar la monocapa en confluencia, las células se cose-
charon añadiendo 1 mL de tripsina 0,25%. Posteriormente
la suspensión celular se mantuvo en hielo, se lavó con so-
lución buffer de fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4 tres veces, y se
ajustó a una concentración de 5 X 104 células en 100 mL
de PBS.
Esta concentración celular se implantó por vía sub-
cutánea en la extremidad posterior derecha de 8 ratones
C57BL/6 (grupo experimental), de 5-6 semanas de edad y
peso entre 25 a 30 g. Antes y después de realizar el im-
plante se analizó la viabilidad de la suspensión celular
≥95% con una mezcla 1:1 con azul de tripano. Otro grupo
de ratones sin células TC-1 implantadas se consideró como
grupo control (n=3). Los ratones se mantuvieron con una
dieta estándar de laboratorio con agua ad libitum, ciclos
de luz y oscuridad de 12 horas en el bioterio del Departa-
mento de Histología, Facultad de Medicina, UANL.
Colecta de tejidos. En este estudio se evaluaron los cam-
bios morfológicos tempranos. El día del implante de las
células tumorales se consideró como día 0. A los 10 días
post-implante los ratones de cada grupo se sacrificaron
por dislocación cervical y se perfundieron por punción en
el ventrículo izquierdo con glutaraldehído 0,25% en bu-
ffer de cacodilatos pH 7,2-7,4. Posteriormente se obtuvo
el sitio del implante de las células tumorales, ya que en
este tiempo aun no es posible observar una masa tumoral.
Las muestras se dividieron para su procesamiento para
microscopia de luz o electrónica de transmisión.
Evaluación histológica. Una parte de la muestra se fijó
por inmersión en una solución de paraformaldehído 4%
disuelto en PBS, se procesó por la técnica histológica has-
ta incluirla en parafina. A partir de los bloques se obtuvie-
ron cortes histológicos de 5 micras que se tiñeron con H-
E, o con el método tricrómico de Masson para realizar la
evaluación histológica.
Evaluación Histoquímica. Para la evaluación
histoquímica de la lámina externa de las fibras musculares
y la matriz extracelular, se obtuvieron cortes de 5 micras
que se analizaron con el método del Ácido Peryódico de
Schiff (PAS) con y sin diastasa, para distinguir entre el
glucógeno y los polisacáridos complejos de la lámina ex-
terna.
Evaluación Inmunohistoquímica. Para el análisis
inmunohistoquímico se obtuvieron cortes de 4 micras, y
se utilizaron anticuerpos monoclonales específicos anti-
citoqueratinas AE1/AE3 (dilución 1:100) para identificar
a las células TC-1 por  su origen epitelial, y anti-actina
específica de músculo (dilución 1:100) para identificar a
las fibras musculares. Para identificar a la metaloproteinasa
de la matriz-9 se utilizaron anticuerpos específicos (dilu-
ción 1:400). Como sistema de detección se utilizó el siste-
ma Envision® (los anticuerpos y el sistema de detección
se adquirieron de Dako Cytomation inc®). Como revela-
dor se utilizó 3,3’diaminobencidina (DAB). Los núcleos
se contrastaron con hematoxilina. Para los controles de
técnica se emplearon cortes histológicos de órganos testi-
gos positivos de tonsila palatina, lengua y yeyuno respec-
tivamente, como control negativo se omitió la incubación
con el anticuerpo monoclonal. Las muestras se analizaron
a microscopia de luz.
Análisis morfométrico. En el análisis morfométrico se
observaron los cortes teñidos con el método tricrómico de
Masson. Se identificaron las fibras musculares en corte
transversal. Posteriormente, se realizó un muestreo alea-
torio, y se midieron los diámetros y áreas de las secciones
transversales de 200 fibras musculares en cada ratón con
ayuda del analizador de imagen y el software NIS elements
versión 2.30.
Los resultados obtenidos se expresaron en micras
cuadradas, a partir de estos datos se obtuvo la media y
desviación estándar de cada muestra. Los resultados del
grupo experimental se contrastaron con los del grupo con-
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trol por una prueba de medias pareadas con el software
SPSS 15.0.
Evaluación ultraestructural. Otra parte de la muestra ob-
tenida del sitio del implante, se fijó por inmersión en solu-
ción fijadora de Karnovsky-Ito (paraformaldehído 4%,
glutaraldehído 5%, y ácido pícrico 0.05% en PBS 0.1 M) (Ito
& Karnowsky, 1968). Después de una hora en fijador las mues-
tras se lavaron brevemente con PBS y se postfijaron en
tetraóxido de osmio acuoso 2% por 1 hora a temperatura am-
biente. En seguida el tejido se trató con solución acuosa de
nitrato de uranilo 1% y se deshidrató con etanol. Finalmen-
te las muestras se embebieron en resinas epóxicas y se for-
maron bloques de acuerdo con la técnica de Luft (1961). De
los bloques se obtuvieron mediante ultramicrotomía cortes
semifinos que se tiñeron con azul de toluidina 1% y se ana-
lizaron en el microscopio óptico; así como cortes ultrafinos
que se montaron en rejillas de cobre de 200 mesh sin medio
de soporte y se contrastaron con acetato de uranilo (Watson,
1958) seguido de citrato de plomo (Venable & Coggeshall,
1965). Las muestras se analizaron en un microscopio elec-
trónico de transmisión Carl Zeiss EM109.
RESULTADOS
Evaluación histológica. A 10 días post-implante no se ob-
servó ninguna tumoración. En el análisis histológico del
sitio del implante de las células tumorales, se observaron
masas de células TC-1, algunas de las cuales infiltran el
tejido muscular separando las fibras musculares entre sí.
Destacó la disminución del diámetro de las fibras muscu-
lares en el sitio en que las células tumorales infiltran al
tejido muscular. También se observaron variaciones en la
intensidad de la tinción de las fibras musculares (Fig. 1A).
Un hallazgo importante en nuestro estudio, fue que
se observaron fibras musculares con grandes masas de cé-
lulas tumorales TC-1 que invaden a la fibra y se sitúan en
el sarcoplasma (Fig. 1B).
Por otra parte, también se observó un cambio en el
patrón de tinción de las fibras musculares, que se tiñeron
de azul en lugar del rojo brillante característico de las cé-
lulas del músculo esquelético teñidas con el método
tricrómico de Masson (Fig. 1C).
Evaluación histoquímica. Al analizar las muestras con el
método de PAS con diastasa, se observaron fibras muscu-
lares con pérdida de la continuidad de la lámina externa
que las rodea en el sitio en que fueron invadidas por las
células tumorales, que además mostraron positividad en
su citoplasma (Fig. 1D). En el espacio extracelular se ob-
servaron también células tumorales con positividad, así
como material PAS positivo resistente a la diastasa entre
las fibras musculares sin presencia de células tumorales
(Fig. 1D).
Evaluación inmunohistoquímica. En el análisis
inmunohistoquímico con anticuerpos monoclonales espe-
cíficos anti-citoqueratinas AE1/AE3 y anti-actina especí-
fica de músculo se corroboró la presencia de las células
tumorales que infiltran a las fibras musculares. También
se identificaron las masas de células TC-1 positivas para
citoqueratinas en el interior del sarcoplasma de las fibras
musculares.
Otro hallazgo en este estudio fue que se observó
positividad a la MMP-9 tanto en el citoplasma de las célu-
las tumorales como en el espacio entre las células tumorales
y el músculo estriado (Fig. 1E).
Análisis morfométrico. En el análisis morfométrico, se
corroboró la disminución del diámetro de las fibras mus-
culares observada en el análisis histológico del sitio del
implante de las células tumorales. Al contrastar los resul-
tados del grupo experimental vs el grupo control se obser-
vó una diferencia estadística significativa para un valor de
p ≤0,05 (Fig. 1F).
Evaluación ultraestructural. En el análisis a microscopia
electrónica de transmisión se observó que las células TC-
1 infiltran a las fibras musculares, que mostraron signos
ultraestructurales de atrofia, destrucción y separación de
los miofilamentos, así como variación en la
electrodensidad de las miofibrillas (Fig. 2A).
Por otra parte, las células tumorales presentaron
un núcleo grande, eucromático, con nucléolo prominente
y poco citoplasma con escasos organelos. Otra caracterís-
tica de las células TC-1 fue la presencia de signos
ultraestructurales propios de la migración celular: núcleos
alargados y constreñidos en la parte central, así como múl-
tiples proyecciones de la membrana en forma de
pseudópodos, que se presentan en las áreas en donde la
lámina externa de las fibras musculares muestra variacio-
nes en el grosor y fragmentación (Figs. 2B y C).
Además de la destrucción de la lámina externa, tam-
bién se observó ruptura del sarcolema y la presencia de
pequeñas vesículas subsarcolemales asociadas a los si-
tios de fragmentación del sarcolema (Fig. 2D). La pre-
sencia de células tumorales que invaden al interior de las
fibras musculares se confirmó en el análisis
ultraestructural.
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Fig. 1. A) Células TC-1 (flecha amarilla) entre las fibras musculares que muestran disminución en su diámetro (flecha verde).
Fibras musculares con diámetro normal (flecha azul). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en parafina, tricrómico
de Masson. Micrografía de luz. Barra 20 µm. B) Masa de células TC-1 en el sarcoplasma de una fibra muscular (flecha
amarilla), que muestra espacios en las miofibrillas (flecha blanca) y núcleos en la periferia (flechas azul). Sitio de implante de
las células TC-1. Embebido en parafina, tricrómico de Masson. Micrografía de luz.  Barra 10 µm. C) Fibras musculares de
color azul en lugar del rojo brillante normal (flecha amarilla), células TC-1 que invaden a las fibras musculares esqueléticas
(flechas verdes). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en parafina, tricrómico de Masson. Micrografía de luz. Barra
10 µm. D) Pérdida de continuidad de la lámina externa que rodea a las fibras musculares (flechas amarillas). Espacio extracelular
con material PAS positivo (flecha azul). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en parafina, PAS con diastasa.
Micrografía de luz. Barra 10 µm. E) Células TC-1 con intensa positividad a MMP-9 en el citoplasma (flecha amarilla) y en el
espacio (flecha azul) entre las células tumorales y la fibra muscular (flecha verde). Sitio de implante de las células TC-1.
Embebido en parafina, inmunohistoquímica. Micrografía de luz. Barra 10 µm. G) Gráfica que muestra la disminución del
diámetro de las fibras musculares en el grupo con el implante de células TC-1. El análisis estadístico muestra que hay diferen-
cia significativa entre el grupo experimental vs el grupo control.* p≤ 0.05.
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DISCUSIÓN
En la literatura existen numerosos estudios en los que
se utiliza el modelo tumoral murino con células TC-1 des-
crito por Lin et al. Sin embargo, hasta la fecha no se descri-
be desde el punto de vista morfológico el comportamiento
de las células TC-1 en el sitio de implante en ratones C57BL/
6, o su interacción con los tejidos circundantes. El presente
estudio describe por primera vez la invasión de las fibras
musculares por las células TC-1 que logran atravesar la lá-
mina externa y el sarcolema para situarse en el interior del
sarcoplasma.
A 10 días post-implante, aún no se observó ninguna
tumoración. Sin embargo, en el análisis histológico del sitio
del implante de las células tumorales, se identificaron a las
células TC-1 que migran e invaden al tejido muscular adya-
cente. Destaca que en estos sitios las fibras musculares mos-
traron un aspecto ondulado, atrofia, separación entre las fi-
bras, y disminución en su diámetro. La inducción de estas
alteraciones en las fibras musculares no ha sido descrita pre-
viamente para las células TC-1 implantadas. Estos resulta-
dos concuerdan con las alteraciones en las fibras muscula-
res reportadas por Brandes et al., y Lamura et al. en un estu-
dio in vivo con células tumorales de leucemia L1210, y en
pacientes con carcinoma epidermoide respectivamente.
La disminución del diámetro de las fibras muscula-
res se confirmó con el análisis morfométrico de los diáme-
tros, donde se observó disminución estadística significativa
en el grupo experimental comparado con el grupo control.
Estos resultados sugieren que las células tumorales TC-1
secretan factores paracrinos que contribuyen a la atrofia de
las fibras musculares.
Fig. 2. A) Célula TC-1 entre las fibras musculares que muestran espacios y desorganización de las miofibrillas (flecha
blanca). Fibras musculares con disminución en la electrodensidad (estrella). B) Célula TC-1 (flecha blanca) con pseudópodos
(flechas negras) en contacto con una porción de una fibra muscular. C) Amplificación del recuadro de la imagen B.
Pseudópodos de la célula TC-1 (flecha blanca), interrupciones y variaciones en el grosor de la lámina externa que rodea a
las fibras musculares (flechas negras), grosor normal de la lámina externa (cabeza de flecha). D) Porción de una fibra
muscular que muestra vesículas subsarcolemales (flechas blancas). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en
resinas epóxicas, contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo. Micrografía electrónica de trasmisión.
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Estudios in vivo que muestran atrofia de las fibras
musculares similar a la observada en nuestro estudio, des-
criben que las células tumorales secretan diversos facto-
res humorales, tales como, el factor inductor de proteólisis
(PIF), aislado de pacientes con cáncer y de ratones con
células de adenocarcinoma murino (MAC16) (Todorov et
al., 1996). Estos factores actúan directamente sobre las
fibras musculares y causan atrofia, resultado de un incre-
mento en un 50% en el catabolismo de proteínas, princi-
palmente de los filamentos de actina y un decremento hasta
de un 50% en las síntesis de proteínas (Belizario et al.,
1991; Todorov et al., 1996; Yano et al., 2008). Ambos
mecanismos pueden suceder simultáneamente, (Strelkov
et al., 1989; Lorite et al., 1997), y dar como resultado la
disminución de la masa muscular que se ha relacionado
con el estado de caquexia en animales de experimentación
y en pacientes con cáncer (Fujiki et al., 1997; Todorov et
al., 1999; Cabal-Manzano et al., 2001). En nuestro estu-
dio se observó disminución en el diámetro de las fibras,
así como variaciones en la intensidad de la tinción, lo que
hace probable que este fenómeno esté ocurriendo en este
modelo como parte del proceso destructivo de las células
TC-1.
Otro hallazgo en nuestro estudio, fue que se obser-
varon fibras musculares con masas de células tumorales
TC-1 en el interior del sarcoplasma. Esta invasión a las
fibras musculares se ha asociado a un peor pronóstico en
pacientes, y a un mayor grado de malignidad e invasividad
de las células tumorales, como ha sido descrito en estudios
tanto en humanos, como en animales de experimentación
para tipos celulares tumorales distintos a las células TC-1
(Galasco et al., 1974; Slatkin & Pearson; Stratton et al.).
Por otra parte, se observó que en los sitios en que
las células tumorales invaden a las fibras musculares hay
cambio en el patrón de tinción: se tiñen de azul en lugar
del rojo brillante característico de las células musculares
esqueléticas normales, teñidas con el método tricrómico
de Masson. Estos cambios en el patrón tintorial pueden
estar relacionados con modificaciones fisicoquímicas
intracelulares en las fibras musculares, inducidas por la
invasión de las células TC-1.
Al analizar las muestras del sitio del implante con
la técnica de PAS con diastasa, se observaron fibras mus-
culares con pérdida de la continuidad de la lámina externa
que las rodea en el sitio en que fueron invadidas por las
células tumorales. También se observó positividad a la re-
acción en el citoplasma de las células tumorales que inva-
den a las fibras musculares, y en células tumorales que in-
filtran al tejido muscular; así como la presencia de mate-
rial PAS positivo resistente a la diastasa en el espacio
extracelular sin células tumorales. Estos resultados sugie-
ren que las células TC-1 sintetizan y secretan componen-
tes de la matriz extracelular, lo que favorece su migración
e invasión a tejidos distantes a su sitio de implante. Este
mecanismo ha sido descrito en tipos celulares como carci-
noma pulmonar humano (Bolon et al., 1995; Kikkawa et
al., 1998) y cáncer de mama (Yee et al., 2007; Theodoro et
al., 2007). En la literatura no encontramos reportes que
describan este fenómeno para las células TC-1.
Además, se observó positividad a la MMP-9 en el
citoplasma de las células tumorales, así como en el espacio
entre las células TC-1 y las fibras musculares. Esto sugiere
que las células TC-1 sintetizan y secretan esta enzima
proteolítica que degrada a la matriz extracelular y a la lá-
mina externa de las fibras musculares, facilitando así la
invasión al músculo esquelético. La síntesis y secreción de
esta familia de enzimas está relacionada con resistencia a
agentes antineoplásicos, migración y metástasis de las cé-
lulas tumorales a órganos y tejidos distantes a su sitio de
origen (Vihinen & Kähäri, 2002; Visse & Nagase, 2003).
Al analizar la ultraestructura de las células TC-1 im-
plantadas, se observaron células íntegras con núcleo
eucromático, nucléolo prominente y poco citoplasma con
escasos organelos, esto concuerda con lo descrito para las
células neoplásicas que presentan alto índice de prolifera-
ción sin llevar a cabo alguna función secretora (Lin et al.).
Además se observaron células tumorales con característi-
cas ultraestructurales de la migración celular: núcleos alar-
gados y prolongaciones de la membrana en forma de
pseudópodos, esto permite suponer el movimiento activo
de las células TC-1 y la invasión a las fibras musculares
adyacentes.
En el presente estudio destacó también la observa-
ción ultraestructural de interrupciones y variaciones en el
grosor de la lámina externa que rodea a las fibras muscula-
res, así como fragmentación del sarcolema y vesículas
subsarcolemales asociadas al sitio de fragmentación del
sarcolema, estos hallazgos concuerdan con lo descrito por
Brandes et al. en un modelo murino con células de leucemia
L1210 implantadas.
Así, este es el primer trabajo que demuestra que las
células TC-1 son capaces de infiltrar al tejido muscular,
destruir la lámina externa y sarcolema que rodea a las fi-
bras musculares, e invadir el interior de las fibras muscula-
res en un periodo de 10 días, cuando aun no hay una
tumoración detectable.
Este grado de agresividad e invasividad de las célu-
las TC-1, y la presencia de células tumorales localizadas en
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el interior de las fibras musculares, descritas en el presente
trabajo, deben ser tomadas en cuenta en estudios en los que
se emplea este modelo murino de cáncer para la evaluaciónde
la eficacia de inmunoterapia antitumoral. Actualmente en
nuestro laboratorio se llevan a cabo estudios para evaluar el
posible efecto inhibitorio de agentes antineoplásicos sobre
la invasión de las células TC-1 a las fibras musculares.
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SUMMARY: TC-1 cells implanted in C57BL/6 mice are a model  for evaluation of anti-tumor  immunotherapy. To date there
are no reports on the effect of implanted TC-1 cells upon neighboring striated muscle cells. The objective of this work was to evaluate the
morphology of the interaction established among the implanted cells and the striated muscle cells. The study was carried out as follows:
8 adult C57BL/6 mice received 5x104 cells IP. As a control, 3 mice received no cells. 10 days after cells injection, no signs of tumor are
present yet, and the site of cells injection was collected for morphological studies. Samples were processed for light and transmission
electron microscopy. Histological sections were stained with H & E, Masson trichromic method, PAS histochemistry and
immunohistochemistry for cytocheratins AE1/AE3, muscle specific actin and for matrix metalloproteinase-9. Cross section diameter of
muscle sections was compared among experimental and control groups. The histological evaluation showed groups of tumor cells,
infiltrating the spaces among muscle fibers. Muscle fibers showed variations in the cross section diameter as well as in the staining
pattern. TC-1 cells were seen very close to muscle cells, invading the lamina externa and sarcolema to finally form groups of cells located
within the sarcoplasm. This finding was demonstrated by the specific immunolabel for each kind of cell. Reactivity for metalloproteinase-
9 was observed within the tumor cells and in the space mediating between the tumor cells and the muscle fiber. At the ultrastructural
level, variations of the thickness of lamina externa were observed, as well as interruptions of this structure. Sarcolema also showed
fragmentation, and close to these sites a number of subsarcolemmal vesicles were seen. In the vicinity of the muscle fiber, TC-1 cells
formed membrane projections directed towards muscle membrane. Muscle fibers showed a significant diminution of cross section
diameter. These findings should be considered, when utilizing this model for evaluating antitumor immunotherapy.
KEY WORDS: TC-1 cells; Intrasarcoplasmic invasion; Cancer murine model.
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